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Resumo

Neste estudo foi avaliado o armazenamento e liberacdo de feromonios repelentes de abelhas em uma nanoestrutura
de silica mesoporosa. O nanomaterial foi sintetizado via método sol-gel e caracterizado por microscopia eletronica
de transmissdo, espectroscopia de infravermelho e método BET. As nanoparticulas mesoporosas apresentaram-se
com area superficial de 1084 m?/g exercendo a fun¢do desejada para a proposta do estudo. Os feroménios foram
carregados nos percentuais de 10%, 20% e 40% e a efetividade dos carregamentos foi analisada por termogravimetria.
Em seguida foi avaliado o comportamento de liberagcdo do nanossistema, sendo possivel observar que as nanoparticulas
influenciaram de forma significativa no perfil de liberacdo dos feromonios, retardando a sua taxa de liberag@o. Dos
ensaios de avaliagdo do comportamento de liberagdo concluiu-se que as nanoparticulas mesoporosas prolongaram a
atividade de liberag@o dos feromonios permanecendo com essa fungao por varios dias.

Palavras-chaves: nanoparticulas, silica mesoporosa, repelente, abelhas, liberagao controlada.

Abstract

This study evaluated the storage and release of repellent pheromones of bees in a mesoporous silica nanostructure.
The nanomaterial was synthesized by sol-gel method and characterized by transmission electron microscopy, infrared
spectroscopy, and BET method. The mesoporous nanoparticles presented a surface area of 1084 m’/g, exerting the
desired function for the study proposal. The pheromones were loaded in percentages of 10%, 20%, and 40% and the
effectiveness of the loads was analyzed by thermogravimetry. Next, the nanosystem release behavior was evaluated, and
it was possible to observe that the nanoparticles had a significant influence on the release profile of the pheromones,
delaying their release rate. From the evaluation of the release behavior, it was concluded that the mesoporous

nanoparticles prolonged the activity of releasing the pheromones remaining with this function for several days.
Keywords: nanoparticles, mesoporous silica, repellent, bees, controlled release.

INTRODUCAO

A nanotecnologia tem sido um atrativo nos ultimos
tempos pelas suas aplicacdes que variam desde aplicagdes
farmacéuticas [1, 2], catélise e geracdo de energia [3-5],
semicondutores para circuitos eletronicos em miniatura,
biossensores [6, 7], entre tantas outras aplicacdes.
Recentemente a nanotecnologia vem ganhando mais
espaco na area agricola, atuando como nanofertilizantes e
nano-herbicidas diminuindo a por¢do de agentes quimicos
que causam danos ao meio ambiente [8]. Nanomateriais
funcionalizados apresentam aplicacdes no combate as
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pragas atuando como inseticidas e/ou pesticidas, auxiliando
e promovendo melhores producdes de alimentos causando
impactos positivos na economia [9-14]. Em alguns cultivos,
como o do maracuja e da uva, as abelhas sdo consideradas
por agricultores uma espécie de praga, que eventualmente
ocasionam a destrui¢do parcial ou total do fruto durante a
busca por alimentos. Para evitar que haja dano no cultivo,
frequentemente os agricultores aplicam pesticidas, que em
decorréncia de sua atividade ocasionam a morte das abelhas
com graves efeitos ao meio ambiente [15-18]. Na ultima
década a preocupac@o com as abelhas ficou mais intensa
apos o desaparecimento dessas em muitos lugares do planeta,
fendmeno esse conhecido como distirbio do colapso das
colonias (DCC), onde coldnias inteiras desapareceram
em decorréncia de diversos fatores, entre elas o uso de
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alguns pesticidas e agrotéxicos nas lavouras [19]. Uma das
formas usadas para o gerenciamento de pragas € o uso de
feromonios [20], que podem atuar no monitoramento de
pestes e em armadilhas ou repelindo. O termo ‘feromonio’
foi proposto por Karlson e Liischer, derivado do grego
pherin (transferir) e hormon (excitar), e significa substancias
que sdo secretadas para fora por um individuo e recebido por
outro causando uma reacdo especifica [21]. Para abelhas o
acetato de octila e a 2-heptanona, mostrados nas Figs. la e
1b, respectivamente, possuem ac¢do repelente [18, 22] e por
se tratar de substancias feromdnias, ou seja, produzidas pelo
préprio inseto agindo no comportamento alertando-as em
situacdes de perigo, podem ser usadas para fun¢ao desejada
com pouco dano aos mesmos [23-26].
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Figura 1: Estrutura molecular do feromdnio n-acetato de octila (a)
e 2-heptanona (b).

[Figure 1: Molecular structure of pheromone octyl n-acetate (a)
and 2-heptanone (b).]
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Nanoparticulas  de  silica  sdo  consideradas
nanoreservatorios robustos e estdveis e em especial as
mesoporosas por possuirem poros com diametro entre 2 e
50 nm [27] possuem flexibilidade na adsor¢do de moléculas
com tamanho e geometria variada [28], sdo biocompativeis,
ndo téxicas, facilmente sintetizadas e com mesoporosidade
estdvel [29] e por isso esse nanomaterial tem sido cada vez
mais usado em sistemas de carreamento controlado. Os
nanomateriais vém com o intuito de melhorar a eficdcia
na aplicacdo. Repelentes para abelhas tém sido registrados
em patentes e descritos na literatura [15, 30], porém com
o uso da nanotecnologia os principios ativos repelentes
podem ter seu tempo de efeito prolongado € um uso menor
de sua por¢do. O aumento da eficiéncia nas propriedades
decorre das caracteristicas de adsor¢do quimica e fisica
que os nanomateriais apresentam. Este estudo teve como
objetivo sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de silica
mesoporosas (MSN), bem como avaliar o carregamento e
a liberacdo controlada dos feromonios acetato de octila e
2-heptanona carregados nas MSN.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes: para o estudo deste trabalho foram utilizados
os seguintes reagentes: ortossilicato de tetraetila (TEOS),
acetato de octila e 2-heptanona da Sigma Aldrich (Estados
Unidos), etanol absoluto da Synth (Brasil), hidréxido
de amodnio da Quimica Moderna (Brasil) e brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB) da J.T. Baker (Estados Unidos).

Sintese das nanoparticulas de silica mesoporosas: as
MSN foram preparadas pelo método sol-gel, que consistiu
na hidrolizacdo do TEOS catalisado por uma base. Foram
dissolvidos 533 mg de CTAB em 293,5 mL de uma solucao
0,5 M de NH,OH sob agitagdo magnética. O sistema foi

aquecido até 50 °C. Em seguida, foram adicionados gota a
gota 12,5 mL de uma solug¢do 0,2 M de TEOS dissolvido
em etanol absoluto seguido de 48,5 mL de etanol absoluto.
A mistura permaneceu sob agitacdo magnética a 50 °C por
5 h e entdo acrescentaram-se mais 12,5 mL da solugdo de
TEOS e 48,5 mL de etanol absoluto, permanecendo em
agitacdo a 50 °C por mais 1 h. Apds esse periodo, o material
foi centrifugado e lavado com dgua e etanol diversas vezes
e seco em estufa na temperatura média de 80 °C. Para a
remo¢do do surfactante foi utilizada uma solu¢dao 0,1 M
de HCl em etanol, na qual o nanomaterial foi dispersado
permanecendo em agitacdo magnética a 40 °C por 2 h. Ap6s
essa etapa o nanomaterial foi lavado diversas vezes com
etanol e seco na estufa [31].

Carregamento dos principios ativos: 0 carregamento
consistiu em dispersar 250 mg de MSN em 25 mL de
solucdo com 10%, 20% ou 40% em volume do repelente
em etanol. A mistura permaneceu em agitacdo magnética a
60 °C por 24 h para a completa adsor¢do. Apds este periodo
o material foi centrifugado e seco em baixa temperatura
para eliminacdo do solvente remanescente. Quando seco, o
material foi armazenado em baixa temperatura para evitar a
liberacdo prematura do feromodnio.

Caracterizagdo: as MSN foram caracterizadas por
espectroscopia de infravermelho (FT-IR) usando pastilhas
de KBr (proporcdo 1:100 massa/massa do material em
relacdo ao KBr) com auxilio de um equipamento Shimadzu,
IRPrestige, objetivando a avaliagdo da formagao de SiO, e
a confirmacdo da presenca dos principios ativos adsorvidos
na matriz de silica. A morfologia das nanoparticulas foi
avaliada por microscopia eletronica de transmissdao (MET)
em um equipamento Jeol, JEM 2100, operado com voltagem
de aceleragdo de 200 kV. A drea de superficie foi determinada
pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET) e a distribuicao
de poros usando isotermas de adsor¢do-dessor¢do de N,
aplicando o método Barret-Joyner-Halenda (BJH) em um
equipamento Quantachrome, NOVA-1200e. Para investigar
o percentual de feromdnio contido na nanoestrutura e o
comportamento térmico das amostras foram efetuadas
andlises térmicas em um equipamento TA, Q600, com
termogravimetria e calorimetria diferencial de varredura
acoplada (TGA/DSC), na faixa de 25 a 600 °C com taxa de
aquecimento de 5 °C/min em atmosfera de nitrogénio.

Teste de liberacdo dos feromonios: para avaliar o perfil
de liberacdo da nanoestrutura previamente carregada com
os feromdnios nos percentuais de 10%, 20% e 40%, foi
usado uma ultramicrobalanca da PerkinElmer, AD-8000,
com resolucdo de 0,1 pg com temperatura controlada em
22,0 °C com variacdo maxima de +0,9 °C. Para avaliacio
da liberacdo do feromonio depositado diretamente sobre as
MSN, foi utilizada uma quantidade de massa fixa de 20 mg
do nanomaterial em um recipiente de polimero revestido
com papel aluminio, na qual aliquotas de 20 e 50 pL do
feromonio 2-heptanona foram diretamente depositadas.
A liberagdo do feromdnio foi monitorada em uma balanca
analitica da Bioprecisa, FA-2104N, com resolu¢do de
0,1 mg em temperatura ambiente de 22 °C.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Formagcdo e composicdo das MSN: a formacdo de
nanoparticulas de silica ocorreu em trés etapas denominadas
hidrélise, condensag@o de dlcool e condensacdo de 4gua,
cujas reacdes foram, respectivamente [32]:

Si-[OC,H,], + 4H,0 - Si-(OH), + 4CHOH  (A)
Si-(OH), + Si-[OC,H,], = =Si-O-Si= + 4C,H.OH (B)
Si-(OH), + Si-(OH), - =Si-0-Si= + 4H,0 ©)

A formacgdo das MSN ocorreu de forma similar ao método
descrito por Stober [33], exceto pela presenca do surfactante
que serviu para a formag@o dos mesoporos. As moléculas do
CTAB formam micelas ocorrendo a policondensacao durante
a hidrélise do TEOS, formando mesoporos na nanoparticula
de silica. O tipo de surfactante altera significativamente o
formato dos mesoporos; neste estudo o CTAB formou um
tipo especifico de MSN denominado MCM-41, na qual os
mesoporos tendem a um arranjo hexagonal.

Caracterizacdodas MSN: oespectrode FT-IR apresentado
na Fig. 2 mostra as bandas de vibracdo caracteristicas de
silica, em 3451 cm associada ao grupo -OH, que pode
ser decorrente da ligacdo H-OH ou do grupo silanol Si-
OH. Em 1640 cm s@o vibragdes de deformagdo angular
do -OH de moléculas de 4gua adsorvidas na superficie da
nanoparticula e em 1089 cm™ é o estiramento assimétrico de
Si-O-Si. As vibragdes em 956 e 792 cm sdo deformacdes
assimétricas fora do plano de grupo silanol e por fim em 454
cm! sdo vibragdes associadas a deformagdo angular de Si-
0O-Si [34-36]. As micrografias de MET (Fig. 3) confirmaram
que as particulas de silica foram da ordem nanométrica,
mesoporosas e nao esféricas, possuindo formato lamelar em
forma de disco e apresentaram boa dispersdo. Os mesoporos
nido apresentaram uniformidade caracterizando-os como
desordenados e parcialmente um arranjo do tipo wormhole
[37]. A area superficial analisada por BET resultou em um
valor de 1084 m?/g. A Fig. 4 mostra a isoterma de adsor¢io

100
—
X 804 OH
~ 51640 cm"!
)
o
c 60+ Si-0-Si
S O-H 5454 cm”
— v 3451 cm™!
S
n 404
c
©
L .
-
20 SiO-Si
v 1089 cm™!

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm)

Figura 2: Espectro de FTIR de MSN.
[Figure 2: FTIR spectrum of MSN.]

Figura 3: Micrografias eletronicas de transmissdo das nanoparticulas
de silica mostrando a mesoporosidade.

[Figure 3: Transmission electron micrographs of silica
nanoparticles showing mesoporosity.]
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Figura 4: Isoterma de sor¢do de N, de MSN.
[Figure 4: N, sorption isotherm of MSN.]

e dessorgdo de N, a qual mostra um tipico perfil de isoterma
do tipo IV com histerese que € um comportamento associado
a condensacdo capilar em mesoporos. Além disso, a forma
das alcas de histerese € classificada no tipo H3, caracteristica
de poros na forma de fendas [38, 39], que no perfil de
distribui¢do de poros tem um tamanho de 4 e 27 nm, sendo
este ultimo o que mais prevaleceu na amostra.

Avaliacdo do carregamento dos feromoénios: na Fig.
5 estdo dispostos os espectros de FTIR dos feromdnios
carregados. O acetato de octila (Fig. 5a) possuiu bandas de
vibragdo caracteristicas na regido de 2931 cm™ associadas
ao estiramento assimétrico da ligacdo C-H da cadeia
alquilica, em 1748 cm! vibragdo de estiramento da ligacdo
C=0 e em 1235 cm™ do C-O do grupo éster. No espectro
da MSN/acetato de octila apareceram tanto as bandas
caracteristicas da silica como também do feromonio,
confirmando o carregamento. Com o aumento do percentual,
a caracteristica da vibragdo da regido de 3500 cm™' alterou,
apresentando bandas definidas em 3566 e 3413 cm.
Essa alteracdo pode ter sido ocasionada pela interacdo da
hidroxila presente no grupo silanol (Si-OH) com a molécula
de feromdnio adsorvida na superficie da nanoparticula.
Para os carregamentos de 2-heptanona, os espectros da Fig.
5b evidenciaram sua presenca pelas vibragcdes na regido
2931 cm” e na mudanga da caracteristica da vibragdo em
3500 cm™!, que apresentou duas bandas de vibragao definidas
em 3557 e 3413 cm™! em alto percentual do feromdnio, como
também foi observado para o acetato de octila.
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Figura 5: Espectros de FTIR dos feromonios acetato de octila (a) e 2-heptanona (b) carregados em MSN.
[Figure 5: FTIR of the pheromones octyl acetate (a) and 2-heptanone (b) loaded on MSN.]
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Figura 6: Curvas de TGA das amostras de MSN carregadas com feromonios acetato de octila (a) e 2-heptanona (b).
[Figure 6: TGA curves of MSN samples loaded with pheromones octyl acetate (a) and 2-heptanone (b).]
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Figura 7: Curvas de DSC das amostras de MSN carregadas com feromoénios acetato de octila (a) e 2-heptanona (b).
[Figure 7: DSC curves of MSN samples loaded with pheromones octyl acetate (a) and 2-heptanone (b).]
Os termogramas da Fig. 6 confirmaram a presenca e a de cada feromdnio. O acetato é um éster possuindo um grupo
quantidade de feromdnio carregadas na estrutura mesoporosa. mais polar sendo menos volétil e € fortemente adsorvido na
O acetato de octila teve um carregamento mais eficiente que a superficie da nanoparticula mesoporosa. A carga maxima

2-heptanona e isso ocorreu pelas caracteristicas moleculares de feromdnio que a amostra de MSN/acetato de octila
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Figura 8: Comportamento do perfil de liberacdo dos feromonios: a) volatilidade dos feromdnios puros; b) perfil de liberagdo da heptanona
carregada em MSN; ¢) perfil de liberac@o de acetato de octila carregado em MSN; e d) perfil de liberacdo da 2-heptanona pelo método 2.
[Figure 8: Behavior of the pheromone release profile: a) volatility of pure pheromones b) heptanone release profile loaded on MSN; c) release
profile of octyl acetate loaded in MSN; and d) 2-heptanone release profile by method 2.]

atingiu foi 80%. As amostras com 2-heptanona atingiram
um mdximo de 30%, ocasionado pela alta volatilidade por
possuir um grupo menos polar (cetona) que ndo ancorou de
forma tdo eficiente na nanoestrutura. As curvas de DSC da
Fig. 7, além de confirmar que o acetato necessita de mais
energia para sua liberagdo da mesoestrutura, indicaram uma
liberacdo em multicamada com trés picos endotérmicos a
126, 194 e 208 °C para a amostra com maior quantidade
de carregamento. As moléculas mais préximas da superficie
foram liberadas em maior quantidade, apresentando maior
perda observada no termograma da Fig. 6, enquanto que as
moléculas localizadas mais internamente foram liberadas
em 194 °C. Em 247 °C a hipétese € que sejam moléculas
adsorvidas em cavidades microporosas. A 2-heptanona por
ser mais volatil absorve menos energia em sua liberacdo,
apresentando um pico mais ténue em 177 °C para os dois
carregamentos de maior percentual. Os picos exotérmicos
que surgiram nas duas amostras podem estar associados a
um processo de cristalizacio e rearranjo dos mesoporos.
Impacto das MSN na taxa de liberacdo do feromoénio:
cada um dos feromdnios estudados neste trabalho possuiu
uma taxa natural de liberacdo (Fig. 8a). Para o acetato
de octila foi encontrada uma taxa de 672 pg/h e para a
2-heptanona uma taxa de 17490 pg/h. A taxa de liberag@o dos
feromonios carregados na nanoestrutura sofreu alteragdes
pela acdo da nanoestrutura, diminuindo consideravelmente,
como pode ser observado nas Figs. 8b, 8c e 8d. A Fig. 8b
mostra o comportamento de liberagdo da 2-heptanona na

nanoparticula mesoporosa durante 120 min; observou-se
que houve uma libera¢do mais rdpida nos primeiros minutos
mudando o perfil de dessor¢do apés 40 min, adotando uma
cinética mais lenta. Para o percentual maior de carregamento,
de 0 a 20 min a taxa de liberagdo constatada foi de 912 pg/h,
associada as moléculas que se encontraram naregido imediata
a superficie da nanoparticula. Apés 40 min a taxa mudou
para 36 pg/h, associada as moléculas que se encontraram
localizadas nas cavidades mais internas da nanoparticula.
Inicialmente a taxa foi ~20 vezes menor e posteriormente
diminuiu até atingir ~485 vezes menos, quando comparada
com a taxa do feromonio puro. A Fig. 8c mostra a liberacdo
do feromonio acetato de octila ancorado na nanoestrutura
onde se nota que a liberacdo do feromdnio ocorreu por um
longo periodo de tempo, atingindo percentuais de liberacdo
distintos dependentes da quantidade de feromdnio contido na
amostra. Foi observado que até 4500 min o nanorrepelente
na condi¢do de maior carregamento liberou 75% dos 80%
encontrados no termograma.

A 2-heptanona por ser mais voldtil foi usada como
modelo para cinética de curta duragdo (Fig. 8d). Duas
aliquotas (20 e 50 pL) do feromonio foram adicionadas
sobre uma massa de 20 mg de MSN e avaliada sua taxa de
liberagdo comparada com a volatilidade natural. Observou-se
que o retardo da liberacdo com a presenca das nanoparticulas
ocorreu de forma significativa. A taxa do feromonio puro
na quantidade de 20 pL inicialmente foi de 0,778 mg/min e
depois de alguns minutos mudou para 0,157 mg/min. Com
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a nanoparticula inicialmente a taxa foi 0,197 mg/min, tendo
a mudanca da taxa depois de 85 min para 0,021 mg/min.
Comparativamente, as nanoparticulas retardaram a taxa nos
primeiros 5 min em 4 vezes e 7,5 vezes para a segunda etapa
da liberacdo. Para a amostra com 50 pL. de feromodnio a
taxa inicial sem a nanoparticula foi de 0,714 mg/min e de
0,426 mg/min depois de 15 min. Os 50 pL do feromdnio
depositados no nanomaterial teve nos primeiros 15 min
uma taxa de liberacdo de 0,430 mg/min e apds 95 min uma
taxa de 0,053 mg/min. Comparando as taxas de liberagdo do
feromonio puro e carregado nesta condicdo foi encontrada uma
diferencade 1,6 e 8,0 vezes, respectivamente. Isso demonstrou
que a taxa de liberacdo depende da quantidade de feromdnio
que estd carregada na nanoestrutura e que as nanoparticulas
mesoporosas atuaram de forma significativa na cinética de
difusdo do feromdnio, podendo prolongar em até 8 vezes. Os
resultados corroboraram a literatura onde foram empregados
materiais porosos para retardar a liberacdo de feromonios e que
materiais com elevada drea de superficie promovem alteracdo
na liberacdo da substincia volatil. Em casos dos mesoporos
a temperatura de volatilizacdo da substancia carregada pode
exceder a sua temperatura de ebulicdo devido ao fendmeno
de condensacdo capilar [40]. Outros estudos com feromdnios
usando nanogéis também resultaram em um prolongamento
na liberacdo desses voldteis, podendo assim ser empregados
no controle de pragas por vérios dias em uma Unica aplicacio
[41].

CONCLUSOES

As nanoparticulas de silica sintetizadas resultaram em
umananoestrutura mesoporosa amorfa com drea de superficie
elevada tornando-as adequadas para a fun¢do de armazenar os
feromonios repelentes de abelhas avaliadas neste trabalho. A
eficiéncia do carregamento dos feromonios variou de acordo
com a caracteristica molecular do feromonio, onde se obteve
resultados melhores com o acetato de octila, que por ser uma
molécula mais polar que a 2-heptanona foi mais favordvel
para a adsorcdo realizando interacdo com os grupos silanol
presentes na superficie da nanoparticula mesoporosa. A
liberacdo dos feromonios foi sensivel as caracteristicas de
volatilidade do mesmo e a carga contida na nanoestrutura,
sendo que o perfil de liberacdo possuiu estdgios indicando
adsor¢do das moléculas em multicamadas. A cinética de
liberacdo avaliadas na nanoestrutura confirmou que houve
um retardo significante podendo diminuir a taxa de liberagdo
fazendo com que o sistema possa durar por dias dependendo
da carga aplicada no nanomaterial.
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